出芽酵母Top3の細胞増殖・DNA修復における役割 by 小野寺 涼子
出芽酵母Top3の細胞増殖・DNA修復における役割
著者 小野寺 涼子
号 315
発行年 2001
URL http://hdl.handle.net/10097/15597
氏 名(本 籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授 与 年 月 日
学位授与の要件
研 究 科 、 専 攻
学 位 論 文 題 目
お の で ら りょう こ
小 野 寺 涼 子
博 士(薬'学)
薬 博 第315号
平 成14年3月25日
学位 規則 第4条 第1項 該 当
東 北大 学大学 院薬 学研 究 科
(博士課程)生 命薬学専攻
出芽酵母Top3の細胞増殖 ・DNA修復 における役割
論 文 審 査 委 員
(主 査)』
教授 榎 本 武 美 教授 永 沼 章
教授 大 内 和 雄
一71一
論 文 内 容 要 旨
【背景 ・目的】
DNAト ポイソメラーゼ(DNAtopoisomerase,topo)は,細菌 か らヒ トに至 るまで全 ての生物 に広 く分布
している。真核細胞 には1,H,皿1の 三種 のtopoがあ り,反 応機構 の違 いか ら1型,H型 の大 きく二つ
に分類 され る。topoは1型,H型 を問 わずDNAの リン酸バ ックボー ンを切 断 し,切 断 したリン酸基 を 自
分 の活性部位内 にあるチ ロシン残基 に共有結合す る,と い う反応機構 を とり,topoI(1型topo)は,二
本鎖DNAの うちの一本 を,topoH(H型topo)は二本 を切 断,再 結合す ることに よりDNA複 製,転 写,
組換 えの際 に二重 らせ んのゆがみ を取 り除 く。
出芽酵母のtopo皿の遺伝子 丁0昭 は,ゲ ノム上の反復配列でのDNA組 換 えの頻度が高 くなる変異株 の
原 因遺伝子 と して単離 された。topo皿の酵素活性 は非常 に弱 いこ とが知 られているが,出 芽酵母 ωp3変
異株 は非常 に遅い増殖,胞 子形成能の欠損,反 復配列 間の組換 え頻度 の上昇 な どの様 々な表現 型 を示す こ
とか ら,topo皿はゲノムの安定性 に寄与 してい ると考 え られ る。
哺乳類細胞では,topo皿α,β の二 つのサ ブタイプが存在 する ことが知 られる。個体 レベルの解析 とし
ては,mTOP3αノ ックアウ トマ ウス は初期胚 細胞 で致死 とな り,mTOP3βノ ックア ウ トマ ウス は1ife
span.が短 くなる とい う報告がな.されている。
5G3ヱ(slowgrowthsuppressor1)は,酵母 においてtop3変異株 の遅い増殖 の抑制変異 として発見 される
と同時 に,酵 母 のTop3と相互作用する タンパ ク質 と してyeasttwo-hybridスクリーニ ングによ り単離 され
た。 さらに最近 にな ってタ ンパ ク質 レベ ルで実際 に物理 的 に相互作用 す るこ とも確認 されてい る。ωp3
3951二重変異株 では増殖 速度が回復す るほか,rDNAで の組換 え頻度 が減少 するな ど,遺 伝学的 な相互作
用 も見 られ る。
3GS1遺伝子産物 は大腸菌RecQヘ リカーゼ に相同性 を もつ 出芽酵母 におけるただ一 つの タンパ ク質で
ある。 ヒ トにおけるrεcQ相同遺伝子 と しては,ブ ルーム症候群原 因遺伝子BLM,ウ ェルナー症候群原因
遺伝 子WR瓦 ロスモ ン ドートムソン症候群原因遺伝 子R∬ ノRecQ4のほか,RecQL1,RecQL5の5種類 が
知 られ,RecQファミリー と呼ばれている。RecQヘリカーゼ遺伝病 には,共 通 して高発癌性や染色体 異常
が見 られるこ とか ら,ヒ トにおけるRecQフ ア ミリー タンパ ク質は染色 体の安定化や分配,DNA修 復 に
おい て重要 な機 能 を果 た していることが示唆 される。 出芽酵母 におけるただ一つのRecQ相 同タ ンパ ク質
であるSgs1は,ヒ トにお ける5つ のRecQフ アミリー タンパ ク質の複数の機能 を酵母細胞内で担 ってい
る と考 えられる。
酵母 においてSgs1とtopoI∬が相互作用す ることか ら,哺 乳類細胞 において もtopo皿とRecQフアミリ
ーが相互作用 する と考 え られていたが,近 年,ヒ トにおいてBLMがtopo皿αと結合 する こと,細 胞内で
BLMとtopo皿αが共局在 す ることが報告 された。 この事実 は,BLMの 機能解明,ひ いてはブルーム症候
群の解 明を行 ううえで,topo皿の機 能 も含 めて考 えなければ ならない とい うこ とを示 している。 しか し,
出芽酵母 ホqρ3変異株で増殖 が遅 い こと,TOR3αノ ックア ウ トマウスが初期胚細胞 の時点 で致死 となるこ
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と,及 びmP3β ノックアウ トマ ウスがほ とんど表現型 を示 さない ことか ら,Top3の詳細 な機能解析 はそ
れ ほどな されてこなか った。
本研 究で は,従 来難 しか った再 現性 の良い出芽酵母 丁OP3の解析 を行 う実験系 を確 立 し,Top3の細 胞
増殖 に必須 な機能,DNA修 復 における役 割の解 明を 目指 した。
【結果】
1.Top3の細胞増殖 における機能
丁OR3/'op3株を用い て四分子解析 を行 った結果,ωp3破 壊株で は非常 に遅 い増殖が観察 され た。 この
遅い増殖 はTOP3プ ラス ミ ドで相補 された。 また,TOP3/`qp35G51/598ヱ株 を用いて四分子解析 を行
い,`qρ3破壊株 の遅 い増殖 はs851破壊 によ り抑制 され ることを確認 した。
5951ωp3二重破壊株 の増殖速度 を58s1単独破壊株 と比較 した場合 に,s851`ρρ3二重破壊株 は より増殖
速度が遅かった。 この ことよ り,Top3は細胞増殖 においてSgs1に依存 せず単独で機能で きることが明 ら
か となった。
∫(～ρ3単独破壊株 は非常 に増殖 が遅 く,解 析 は困難 であ ったが,今 回,比 較的安定 な5851'9ρ3二重破壊
・株 を用いて`(～ρ3単独破壊株状態 を作 り出す実験系 を構 築で きた。それに より,ωp3単独破壊株の増殖抑
制 はTop3のトポイソメラーゼ活性,Sgs1のヘ リカーゼ活性 に依存す るこ とを明 らかに した(図1)。
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次 に,種 々の欠失型SGSIプラス ミ ドに より,fqp3単独破壊株の増殖抑制 を起 こすの に必要 なSgs1のア
ミノ酸領域 を模索 した結果,既 に報告のあ るDNA修 復 に必 要なア ミノ酸領域 とは異 なるこ とが わか った。
(図2)。
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2.Top3のDNA修復 にお ける機 能
585ユ破壊株 はDNAア ルキル化剤MMSに 対 して感受性 を示す ことが知 られているが,5851ωp3二重破
壊株 は,5851破壊株 よ りもMMSに 高感受性 を示 した(図3A)。5831fqρ3二重破壊株 に野生型Top3プラ
ス ミ ドを導入する と,そ のMMS感 受 【生は595ヱ破壊株程度 まで軽減 された。 しか し、 トポイソメ ラーゼ活
性 を持 たない変異型Top3ではその能力が失われた(図3B)。 すなわち,Top3単独 でその活性 に依存 し
て起 こるDNA修 復 系の存在 が示唆 され た。
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図3sgsnop3二 重 破 壊 株 のMMS含 有 培 地 上 で の 生 存 率
A野 生 株(■)、sgs1破 壊 株(○)、sgs1亡op3二 重 破 壊 株(●)
Bsgs1めp3二 重 破 壊 株 のMMS感 受 性 に 対 す るTOP3プ ラ ス ミ ド に よ る 相 補 試 験
当研究室 ではこれまで に,sgsユ破壊株 の示すMMSに 対す る感受性 を指標 に,Sgs1がRad52相同組換
え修復経路 を介 して機 能するこ とを明 らか にした。 そこで,Top3もSgs1と同様Rad52相同組換 え修復経
路 を介 して機 能す るか どうかを検討す るため,598Bop3個d52三重破壊株 と1rad52単独破 壊株 とのMMS
感受性 を比較 した結果,両 者 のMMS感 受性が ほぼ一致 した(図4)。 この結果 は,Top3単独で行 うDNA
修復 もRad52相同組換 え経路 に属す ることを示唆す る ものであった。
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00.0050.010.0150.020.025
ConcentrationofMMS(%)
3.Sgs1/Top3相互作用 についての新 たな知見
SgsユとTop3との問には遺伝 学的 ・物理的相互作用が知 られてお り,Top3との相互作用 に最 も重要 とさ
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れるN末44ア ミノ酸の うち,1～ 数箇所の アミノ酸 の変異 によってSgs1とTop3との相互作用が出来 な
くなる とい う報 告がな された。 また,Top3と相互作用 で きない変異型Sgs1では595ヱ変異株のMMS感 受
性 を相補で きない ことも報告 されている。
そ こで相 互作用 に重要 と思われるア ミノ酸 をさらに検 索 した結果,Top3との相互作用が 出来 な くなる
新 たなア ミノ酸 変異 を3箇 所 同定 する とともに(15S16§,29S30S,32S33S,図5),この変異 に よりMMS
感受性 を相補で きな くなるこ とを確認 した。
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これまでに,N末 あるいはC末 を欠失 させ たTop3とSgs1では相互作 用が検 出で きない とい う実験 結
果 が出てお り,Top3がSgs1と相互作用するためにはTop3のN末,C末 両末端が必 要な もの と思 われ る。
そ こで,ラ ンダムPCRを 行 い変異型TOP3ライブラ リーを作製 し,先 ほ ど述べ た変異型Sgsユをバ イ トに
yeasttwo-hybridsystemによりス クリーニ ングを行 った。その結果,変 異型Sgslと相互作用で きる変異型
Top3として4ク ロー ンを得,全 長DNAシ ークエ ンス を行 い,変 異部位 を特定 した(図6)。 これ らの変
異部位がSgs1と相互作用 するのに重要な役割 を果 たす もの と思われる。
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図6Sgs1との相互作用に必要なTop3アミノ酸の同定
変異部位は予想どおりN末 、C末 両末端に集中していた。・
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【総括】
本研究 によ り,Top3は細胞増殖 ・DNA修復 において,Sgs1に依存 せずTop3自身の トポイ ソメラーゼ
活性 に依存 した独 自の機能 を持つ こ とが わか った。 これ らはあ くまでSgs1非存在下 にお ける結果であ る
が,Sgs1存在 下で もTop3が単独 で機能 しうる可能性 を示唆す る もので あった。 これ まで 「Top3はあ く
までSgs1の補助役 的 に機 能す る ものであ る」 とい ったイメージがあったが,今 回の結果 によ り,重 要 な
役 割 を果 た してい るのはむ しろTop3で,「Sgs1はTop3を補助す るタンパ ク質である」 とい う見方 をす る
こともで きる。
hBLMとtopo皿αが相互作用する ことか ら,ブ ルーム症候群がBLMタ ンパ ク とい うよ りむ しろtopo皿
αが正 し く機能 で きないこ とに起因す る病気 である可能性 も大 いにあ りうる。 さらに,topo皿の機能解 明
がブルーム症候群のみ な らず ウェルナー症候群お よびロスモ ン ドートム ソン症候群 な どRecQフ ァミリー
の変異に よる遺伝病全 体の解 明につ なが る期待 も大 きい。
今後,Sgs1およびTop3の機能解析 をさらに進めてい くにあた り,本 研 究で得 られた結果お よび構築 し
た実験系 が大 いに応用 され ると予想 してい る。
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審 査 結 果 の 要 旨
DNAト ポ イソメ ラーゼ(DNAtopoisomerase,Top)皿は1型Topに 属 し,DNAの 二本鎖 の うちの一本
を切 断 して再結合する ことによ り,DNAの 超 ラセ ン構造 を変化 させ る活性 を もつ。出芽酵母 のTop3をコ
ー ドす る遺伝子 丁OP3は,ゲ ノム上の反復配列でのDNA組 換 え頻度が充進す る変 異株 の原 因遺伝子 と し
て同定 された。 このTOP3遺伝子 の変異体(fqρ3)は,反復配列 間の組換 え頻度 の上昇 の他,非 常 に遅い
増殖,胞 子形成能の欠損等,様i々な表現型 を示す。一方,出 芽酵母の5Gεユ(slowgrowthsuppressor1)遺
伝子 は,変 異 する ことによ り ωp3細胞 の遅 い増殖 を抑制す る遺伝子 として単離 された もので,こ の遺伝
子 によ りコー ドされるSgs1はTop3と結合す ることが知 られている。 これ までに,Top3が細胞増殖 やゲ
ノムの安定化 に重 要な機能 を果た しているこ とが示唆 されて きたが,遅 い増殖 のため,ωp3細 胞 を用 いた
解析が非常 に困難 で,Top3の機能の解析 はほ とん ど進 んでいないのが現状である。
「
本研 究は,TOP3と5G5ユ遺伝子 の二重破壊株 を作 製 し,こ の細胞 に種 々の変異 をもつTop3やSgs1を
コー ドする遺伝子 を導入 してその表現型 を調べ ることに より,細 胞増殖 やDNA傷 害 の修復 におけ るTop3
の機 能や,そ の機能の発現 に必 要なTop3やSgs1のドメインを解析 した ものである。
まずは じめに,mP3と5G31遺 伝子 の二重破壊株 を作製 し,種 々の変異 をもつTop3やSgs1をコー ド
す る遺伝子 を導入 して解析す るこ とに よ り,細 胞 の増殖 には,Top3のトポ イソメラーゼ活性が必要 であ
ること,fqρ3細胞の遅い増殖 に関わるSgs1の領域 はDNA修 復 に必要なSgslの領域 とは異なる ことを明
らかに した。
次 に,Top3のDNA修復 にお ける役 割 を解析 し,Top3はSgs1ともに機能 して修復 に関わるだけでな
く,sgs1に依存 しない独 自の修復系 に関与 し,こ のToP3が関わるどちらの修復系 もRad52が関与す る相
同組換 えの経路 に属す るこ とを明 らか に した。Top3が単独 で,組 換 え修復 に関わ ることを示.したの は本
研究が初め てであ る。
さらに,two-hybridsystemによ りTop3とSgs1が結合す るため に必 要なそ れぞれの アミノ酸領域 を決定
した。 これ までの解析 によ り,Sgs1のN末 端側 の44アミノ酸 の領域がTop3との結合 に必要であ ること
が報告 されていたが,連 続す る2つ の疎水性の ア ミノ酸 に変異 を入れて調べ るこ とによ り,N末 か ら,15,
16番目,29,30番目,32,33番目のア ミノ酸がTop3との結合 に重要 であるこ とを示 した。 さ らに,こ れ
らの ア ミノ酸が変異 したSgs1を用いて解析す るこ とによ り,Top3のSgs1と結合す るため に必要 なア ミ
ノ酸領域はN末 とC末 のニ カ所 にある ことを明 らか にした。
以上の ように,本 研 究は今 までほ とん ど進 んでいなか ったT・p3の機能 の解析 を大 き く進めた ものであ
る。 よって,本 論文 は博:士(薬学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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